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摘 要 
I 
摘 要 
Mindin 是一种外分泌的、高度保守的细胞外基质蛋白，并在先天性和适应
性免疫中发挥重要作用。然而它对结直肠癌的发生发展过程中发挥的作用，及其
上游调控机制仍未明确。 
本论文的研究首先通过 Elisa 实验结果表明：在结直肠癌患者的血清中
Mindin 的表达水平较正常人明显下降且其下降水平在疾病早期表现更为显著。
其次，为了探究 Mindin 的调控机制，我们通过生物信息学网站预测出可能的转
录因子，并通过双荧光素酶报告实验、ChIP DNA 及 EMSA 方法均验证了其中的
早期生长因子 Egr-1 可在转录水平上调控 Mindin 的表达。再次，Egr-1 在人类结
肠癌细胞 SW480 和 HCT15 上调控 Mindin 的 mRNA 及蛋白质的表达。Egr-1 和
Mindin 的蛋白表达量在病人肿瘤组织中较对照的癌旁组织显著下降。综上，本
课题研究表明 Mindin 对 Egr-1 介导的抑制内皮细胞的成管发挥重要作用，且
Mindin 抑制了体外内皮细胞的增殖与迁移。过表达 Mindin 并非直接抑制结肠癌
细胞的增殖而是通过阻断血管生成而抑制了体外移植瘤的生长。在机制上，
Mindin 抑制了结直肠癌细胞上缺氧诱导因子 HIF-1α 和 VEGFA 蛋白的表达，及
内皮细胞上 VEGFR-2 的磷酸化。 
这些结果表明：血清 Mindin 的表达量可以被作为早期检测结直肠癌的一种
新型的生物标记物，且 Egr-1/Mindin 轴抑制血管生成是结直肠癌发生发展中潜在
的治疗靶点。 
关键词：Mindin；Egr-1；结直肠癌 
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Abstract 
II 
Abstract 
Mindin, a secreted, highly conserved extracellular matrix (ECM) protein, 
exerts a broad spectrum of effects on the innate immune system. However, its 
function in colorectal cancer (CRC) progression is not well established, and its 
upstream regulation mechanisms remain unclear.  
This study show that the serum level of Mindin was significantly decreased in 
CRC patients and that this decreased level is more significantly associated with the 
early stages of the disease by Elisa. To explore the regulation of Mindin, we used a 
bioinformatics approach to predict potential transcription factors and determined that 
early growth response factor (Egr)-1 directly regulates Mindin expression at the 
transcriptional level using dual luciferase, ChIP DNA and EMSA methods. Egr-1 
regulates Mindin mRNA and protein expression in CRC cells SW480 and HCT15, 
and the protein expression of both Egr-1 and Mindin was significantly decreased in 
tumor lesions of patients compared with adjacent control tissues. Mindin is essential 
for Egr-1-mediated inhibition of endothelial cell tube formation, and Mindin inhibits 
endotheliocyte proliferation and migration in vitro. Overexpression of Mindin 
suppressed xenograft tumor growth by blocking angiogenesis instead of directly 
suppressing CRC cell proliferation. Mechanically, Mindin inhibits the 
hypoxia-induced HIF-1a and VEGFA protein expression in CRC cells and the 
phosphorylation of VEGFR-2 in endothelial cells. 
 The results suggest that the serum level of Mindin can be used as a novel 
biomarker for early detection of CRC and that the Egr-1/Mindin axis is a potential 
therapeutic target for the inhibition of angiogenesis in CRC development. 
Key words: Mindin；Egr-1；colorectal cancer 
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第一章 前言 
1 
第一章 前言 
1.1 肿瘤微环境 
1.1.1 概述 
肿瘤微环境是一个由 
低氧、低 PH、高压、大量生长因子和蛋白水解酶构成的一个动态的复杂系
统，由肿瘤细胞、基质细胞（包括成纤维细胞、免疫和炎性细胞、胶质细胞、平
滑肌细胞、脂肪细胞，以及一些血管内皮细胞等）和细胞外基质等共同构成的局
部稳态环境，为肿瘤的发生、发展、转移、侵袭等提供了必要的物质基础[1]。肿
瘤微环境中的间质细胞被肿瘤细胞转化时，其周围产生大量的细胞趋化因子、基
质降解酶和细胞生长因子，通过诱导新生血管、抑制免疫反应和促进肿瘤干细胞
的生长而促进肿瘤的发生发展[2, 3]。 
1.1.2 细胞外基质蛋白 
细胞外基质蛋白（ECM）由一系列复杂的蛋白聚糖和糖蛋白组成，其由细
胞在基质中产生，并组装成组织的网状结构[4]。细胞外基质，是肿瘤微环境的一
种成分，其含有多种肽因子和代谢产物，它不仅为支架提供组织结构的支持也介
导细胞-基质和基质-基质的交流从而为细胞提供有关增殖、迁移、分化和死亡的
环境信号[4-6]。ECM 是由四大家族构成：（1）胶原蛋白（2）蛋白聚糖（3）弹性
蛋白（4）细胞外基质糖蛋白（5）基质代谢相关的蛋白酶。与代谢相关的蛋白酶
主要包括基质金属蛋白酶（Matrix metallo Proteinase，MMP）和丝氨酸蛋白酶两
大类及特异性抑制剂 [中性蛋白酶组织抑制剂（Tissue inhibitor of metallo 
proteinase，TIMP1，2，3，4）和 Serpin]。而迄今为止，各种细胞外基质蛋白参
与大肠癌的发生发展，仍需要进一步探索。 
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1.2 Mindin-F-spondin 家族蛋白的研究 
1.2.1 Mindin 家族及其结构 
     Mindin 是一种高度保守的分泌蛋白，并可结合到细胞外基质上，属于
Spondin2/F-spondin 家族的一员。Spondin2/F-spondin 家族包括斑马鱼的 F-spondin、
斑马鱼的 Mindin1 和 Mindin2、果蝇属的 M-spondin。Mindin 和 F-spondin 是在
1992 年最早于斑马鱼中发现，并主要聚集在基底层，其能够促进胚胎期海马神
经元的生长。斑马鱼的 F-spondin 和 Mindin 主要在基底层细胞表达。Mindin 的
结构特点是 N 端存在 F-spondin 区域 1 和 2（FS1 和 FS2），C 端存在凝血栓蛋白
1 型重复序列（TSR1）[7]。在氨基酸水平，小鼠 Mindin 与大鼠、人类及斑马鱼
的 Mindin 分别由 97%、85%和 60%的同源性[8]。小鼠 Mindin 在多个器官都有表
达，其中在小鼠的肠道、脾脏、肺脏、心肌组织、peyer’s 淋巴小结及肠系膜淋
巴结等有丰富的表达。 
1.2.2 Mindin 在免疫系统的作用 
已有大量研究阐明了 Mindin 在启动先天性免疫反应中起着重要的作用，并
且在细胞外基质中作为微生物致病体独特的模式识别分子[9, 10]。Mindin 还同时作
为整合素的配体提高巨噬细胞在炎症位点的招募作用[11]。Mindin 通过提高嗜酸
性粒细胞的黏附与迁移促进气道炎症反应。这是通过 Mindin 与黏附素在炎症细
胞中的相互作用实现的[12]。在小鼠模型中已有大量的研究，Mindin 基因缺陷型
小鼠能抵抗脂多糖引起的感染性休克，并且使清除细菌的能力明显下降[11]。
Mindin 基因缺陷型的小鼠还存在着对流感病毒清除能力的受损[13]。在本课题组
已报道的研究中证实在葡聚糖硫酸钠（DSS）诱导的急性肠炎模型中，Mindin
的 mRNA 水平上调，并由 TLR-9 途径介导激活 NF-κB[14]。此外，Mindin 与黏
附分子之间的相互作用在树突状细胞启动的 T 细胞反应过程中也发挥了重要作
用[15]。这些报道共同说明了 Mindin 在先天性或适应性免疫反应中都发挥着重要
作用。Mindin 还可以减轻肝脏的脂肪变性、胰岛素抵抗和肥胖，表明它在代谢
性疾病中的作用也陆续有研究报道[16, 17]。 
1.2.3 Mindin 在肿瘤中的作用 
人 Mindin 蛋白在人体内的多种肿瘤中也有表达，如卵巢癌、肺癌、前列腺
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
第一章 前言 
3 
癌等。人 DIL-1 基因是 Mindin-F-spondin 家族中斑马鱼 Mindin 的同源基因，它
在小细胞型肺癌中相较正常肺组织表达量下降[18]。此外，有报道 Mindin 作为一
个卵巢癌和前列腺癌潜在的可能提高癌症早期诊断的标记物[19, 20]。这为临床的早
期诊断和放射治疗提供了新的方案。另外，Mindin 蛋白作为细胞外基质蛋白，
能介导细胞与基质之间的相互作用[21]。细胞外基质蛋白与细胞黏附分子之间的相
互作用对细胞的增殖、迁移和黏附等都有影响。研究证实 Mindin 受 T3 的调控，
并在肝癌的细胞迁移、侵袭及肿瘤的发生发展中发挥重要的作用[22]。在人的肝癌
细胞中干扰 Mindin 的表达后，细胞表现出更强的迁移和侵袭能力，且与之相关
的黏附分子如 E-钙连蛋白等也有相应的变化；但是在过表达 Mindin 的细胞株中，
细胞的迁移和侵袭能力则明显减弱[22]。此外，在调控机制方面的研究，Mindin
在人类癌症中的表达可受激素的调节，例如甲状腺激素[23, 24]及雄性激素[25]。尽管
已有大量与 Mindin 相关的研究被报道，但 Mindin 在肿瘤中特别是结直肠癌中的
生物学功能及调控机制尚未明确。 
1.3 Egr-1 的研究现状 
1.3.1 Egr-1 的结构及生物学功能 
 
早期生长反应 1( early growth response 1，Egr-1)蛋白是一个重要的核转录因
子。其基因 Egr-1 为早期生长反应基因家族( Egr family) 重要成员，编码 59 kD 
的核磷蛋白，最早被发现是因其能被丝裂原和分化因子诱导[26]，Egr-1 含有 1 个
高度保守的 DNA 结合域，该结合域由 3 个锌指结构构成，它能与富含 GC 的序
列 GCGC( G/T) GGGCG 结合[27]； 同时 Egr-1 含有 1 个核定位信号，2 个激活
域和 1 个抑制域，有利于其调控目的基因的表达[28]。Egr-1 基因家族成员有 30 余
种, 包括 c-fos, c-myc 和 c-jun 等。Egr-1 编码相对分子质量 80 000 ～ 82 000 核
蛋白, 属 DNA 结合蛋白[29]。Egr-1 广泛存在于多种细胞中, 对细胞的增殖、分化
具有重要作用。无外界刺激时，Egr-1 在大多数组织中表达量都很低,但在受到刺
激后可快速诱导和表达,其转录可诱导多种下游目的基因的表达[30]。Egr-1 在不
同细胞类型或刺激下，有多方面作用，包括分化、生长、生长抑制和凋亡，它可
结合到目的基因DNA 上起到激活转录作用[31]在正常组织细胞中,Egr-1的生物学
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